PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS PARA A PRODUCAO DE
BIOCOMBUSTIVEL

Joice Pereira Bomba'
Simony Pimenta Mascarenhas Cotta’
Ivanildo Evédio Marriel®

RESUMO

As enzimas hidroliticas desempenham papel importante em diversos processos de interesses
biotecnologicos. Dentre esses processos, 0 uso de biomassa para producdo de
biocombustiveis, como alternativa as fontes ndo renovaveis, tem despertado grande interesse
em virtude das mudancas climéaticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar e selecionar
microrganismos (leveduras, fungos e actinomicetos) produtores das enzimas hidroliticas
amilase, celulase, lipase e xilanase, com potencial para producdo de bioetanol e biodiesel. A
selecdo dos microrganismos foi determinada através do crescimento em meios de cultura com
diferentes fontes de carbono (amido sollvel, carboximetilcelulose - CMC, azeite de oliva e
xilana) incubados por 10 dias & 28°C, em triplicata. A avaliacdo da atividade enzimética foi
realizada por meio do indice enzimatico (IE), sendo classificados como potencialmente
produtores aqueles cujo IE > 2,0. Entre os actinomicetos, observou-se a produgao de IE > 2,0
de amilase em 76,9 % dos isolados testados, 92,3 % avaliados para producéo de celulase, 30,8
% para lipase e 7,7 % para xilanase, com valores de IE variando de 2,0 a 5,53. Com relacéo
aos fungos e leveduras notou-se que estes microrganismos foram ineficientes para producéo
das enzimas hidroliticas avaliadas, com IE < 2,0. Os resultados demonstram o alto potencial
dos actinomicetos para prospeccao em processos biotecnoldgicos de interesse para a inddstria
de biocombustiveis.
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1 INTRODUCAO

As fontes energéticas tém papel fundamental na economia de um pais e sdo
fortemente dependentes dos combustiveis fésseis. Devido a alta dependéncia destes, as
limitacOes dessa fonte estdo cada vez mais evidentes com a sua atual escassez e esgotamento
proximo (GOLDEMBERG et al., 2008). E importante salientar que a queima desses
combustiveis pelos meios de transportes estdo entre as principais causas das alteracdes

climaticas no nosso planeta com grandes quantidades de gases poluentes como 0 monoéxido de
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carbono (CO), diéxido de carbono (CO,) e gases sulfurosos emitidos na atmosfera.
(DRUMM, 2014).

Diante disso, os biocombustiveis, derivados da matéria organica, surgem como
excelentes alternativas, com relagdo a emissdo de poluentes na atmosfera, despertando
interesse por serem uma fonte de energia de baixo custo, e originando diferentes
biocombustiveis, como o bioetanol, o biodiesel e o biogas (ULHOA, 2014; GOMES, 2014).
Durante a producdo dessas energias renovaveis sdo necessarios o emprego de catalisadores de
carater acido, alcalino ou enzimas de origem microbiana. As enzimas microbianas sdo mais
atrativas, pois minimizam os residuos gerados durante o processo, Sd0 mais estaveis e
especificas para o substrato, além de possuirem grande diversidade em propriedades de
catalise. As mais utilizadas sdo: as amilases agindo na quebra das moléculas do amido,
celulases hidrolisando a cadeia de celulose, lipase quebrando as moléculas de éleos e gorduras
e xilanase com os grupos de polissacarideos de xilana (SALIHU, 2011).

Este trabalho teve o objetivo de selecionar actinomicetos, fungos filamentosos e
leveduras da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatdgenos da Embrapa Milho
e Sorgo (CMMF-MS) com potencial biotecnoldgico para a producdo das enzimas hidroliticas
amilase, celulase, lipase e xilanase. Essa selegcdo foi realizada através do cultivo desses
microrganismos em meio solido para posterior verificacdo de producdo enzimatica. Os
microrganismos selecionados poderdo ser utilizados em testes futuros de producdo de
biodiesel e bioetanol a partir de diferentes substratos, em substituicdo aos combustiveis

fésseis utilizados atualmente.

2 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia e Bioguimica
do Solo da Embrapa Milho e Sorgo, no municipio de Sete Lagoas, MG. Ap0s a reativacdo dos
microrganismos conservados no glicerol a -20°C e 6leo mineral, foram realizados as analises
das atividades enzimaticas. As atividades hidroliticas das enzimas foram estimadas através do
calculo do indice enzimatico (IE), utilizando-se a seguinte equacdo: IE= Dh/Dc, sendo Dh o
didametro do halo de hidrélise e Dc o diametro das col6nias dos isolados, no qual é necessario

apresentar [E > 2,0 para ser classificado como potencialmente produtor enzimatico.



AMILASE

A producéo de amilase foi determinada conforme descrito por Coon et al. (1957). Os
isolados foram suspensos em solugédo salina e inoculados no meio de cultura agar amido (0,5
g/L de NaCl, 3 g/L de extrato de carne, 5 g/L de peptona caseina, 1 g/L de amido e 15 g/L de
agar) em triplicata. As culturas foram incubadas por 10 dias a 28°C, e em seguida adicionadas
de 10 ml de solucéo lugol diluida (5 g/L de iodo, 10 g/L de iodeto de potéssio) em cada placa.
A producdo da enzima amilase foi detectada pela descoloragdo do meio, com a formacéo de
uma zona amarela ao redor da col6nia, em contraste com o meio azul resultante da reacdo do

amido com o iodo.

CELULASE E XILANASE

As atividades celuloliticas e xilanoliticas foram avaliadas de acordo com Lewis
(1988) e Heinz (2015) utilizando-se meio de cultura suplementado com carboximetilcelulose
(CMC) e xilano como fonte Unica de carbono (3 g/L de NaNOs, 1 g/L de K,HPO,, 0,5 g/L de
MgSQq, 0,5 g/L de KCI, 10 g/L de FeSO,4.7H,0, 10 g/L de CMC ou 2 g/L de xilano e 15 g/L
de agar). Os isolados foram suspensos em solucdo salina, inoculados no meio de cultura e
incubados por 10 dias a 28°C. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de solucdo de
vermelho congo a 0,5 % (m/v) em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos. Em seguida, o
excesso da solucdo foi descartado e adicionou-se 10 mL de solugdo de NaCl 1 M, deixando-se
agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. A producdo da enzima celulase e xilanase
foram detectadas atraves da descoloracao alaranjada ao redor das colénias devido a reacdo da

celulose e xilano com o vermelho congo.

LIPASE

A atividade lipolitica foi testada de acordo com Savitha et al. (2007), utilizando-se
meio de cultura contendo: 1 g/L de extrato de levedura, 4 g/L de cloreto de sddio, 15 g/L de

agar, 31,25 mL/L de 6leo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B. Os isolados foram suspensos em



solugéo salina, inoculados no meio de cultura em triplicata e incubados por 5 dias a 28°C.
Apos o periodo de incubacao, os isolados foram expostos a luz ultravioleta para a detec¢do da
formacédo de halos de coloracdo azul ao redor das coldnias, considerado como parametro

indicativo da presenca da enzima lipase.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 45 isolados avaliados, apenas 13 (28,9%) nédo produziram nenhuma das
enzimas analisadas, sendo esses todos leveduras. Os demais isolados (71,1%) apresentaram
resultados positivos para pelo menos uma enzima hidrolitica. As amilases e celulases foram as
enzimas que mais obtiveram isolados produtores com 30 (66,7%) e 26 (58%) isolados
positivos, respectivamente. Ja& as lipases e xilanases apresentaram 7 (15,5%) e 14 (31,1%) dos
isolados positivos. O indice enzimatico (IE) variou significativamente (p < 0,05) entre os

microrganismos avaliados.
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Gréfico 1 — Indice enzimético dos actinomicetos demonstrando diferenca significativa por p < 0,05 no teste de Scott-Knott.

Os resultados encontrados para atividade amilolitica dos 13 isolados de
actinomicetos foram positivos para a sua maioria, no qual, o ACT9 demonstrou maior IE
igual a 3,96 classificando-se com 6timo potencial biotecnoldgico. Ja para a celulase, todos 0s
isolados de actinomicetos foram positivos com maior IE 4,13 para o ACT1 (Grafico 1). Paraa
lipase, apenas 6 deles foram positivos, apresentando o ACT13 com valores de IE igual a 2,46.
Os resultados encontrados para a xilanase foram negativos em sua maioria, apresentando

apenas o0 ACT5 com maior destaque com IE 5,53.



Nos testes enziméticos realizados nos 16 isolados de fungos filamentosos para a
amilase, os valores apresentados foram positivos para 14 deles, com maior IE 1,16 para o F27.
Para a celulase, os valores encontrados foram positivos para 12 dos isolados, no qual F22
apresentou valor de IE 1,4 superior aos demais (Gréafico 2). Ja para a lipase, apenas o F29
demonstrou IE positivo igual a 1,12. E para a enzima xilanase,13 isolados foram considerados
como positivos, destes 11 apresentaram valores de IE igual a 1. Os outros dois isolados, F18 e
F29 demonstraram valores de IE igual a 1,57 e 1,89 respectivamente. Entre os fungos

filamentosos nenhum deles atingiram o valor de IE > 2.

Fungos
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Grafico 2 — Indice enzimético dos fungos demonstrando diferenca significativa por p < 0,05 no teste de Scott-Knott.

Dentre os 16 isolados de leveduras, apenas 3 foram considerados positivos para
atividade amilolitica, as leveduras LEV32 e LEV42 apresentaram maiores IE igual a 1,0. Nas
enzimas celulases, as leveduras apresentaram valores negativos em 13 dos isolados, onde
apenas 0 LEV42 apresentou resultado positivo com IE igual a 1,65. Nenhum dos isolados das

leveduras apresentaram valores de IE > 2.

4 CONCLUSAO

Através dos resultados alcancados neste trabalho, podemos observar que 32 dos 45
isolados avaliados produziram pelo menos uma das enzimas hidroliticas analisadas,
considerando também que a maioria dos isolados produzem mais de uma das enzimas de
interesse. Os actinomicetos foram 0s microrganismos promissores para a producdo
enzimatica, apresentando os maiores IE. Sendo assim, pode-se sugerir que todos o0s

microrganismos considerados com bom potencial biotecnologico, sejam utilizados para



posterior sintese de biocombustiveis como Biodiesel através das enzimas lipases e Bioetanol
por meio das amilases, celulases e xilanases.
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